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POVZETEK 
Imunoproteasom je visoko učinkovit proteazni kompleks, ki se pretežno nahaja v celicah 
imunskega sistema, kjer sodeluje pri antigenski predstavitvi, uravnavanju izločanja 
citokinov in diferenciaciji ter proliferaciji limfocitov T. Pod vplivom vnetnih dejavnikov se 
lahko njegov nastanek inducira tudi v vseh ostalih celicah, kjer se vse tri katalitično 
aktivne β podenote konstitutivnega proteasoma (β1, β2 in β5) zamenjajo z ustreznimi 
homolognimi podenotami imunoproteasoma (β1i, β2i in β5i). Njegovo povišano aktivnost 
povezujejo z nekaterimi vnetnimi, rakavimi in avtoimunskimi obolenji, zato imajo 
selektivni zaviralci imunoproteasoma velik terapevtski potencial pri zdravljenju teh 
obolenj. S tem namenom smo v sklopu magistrske naloge kot potencialne zaviralce 
imunoproteasoma vrednotili deset novih spojin osnovanih na elektrofilnem oksatiazolonu. 
Z metodami encimske kinetike smo najprej na β5i podenoti določili IC50 vrednosti. Slednje 
so bile za vse spojine v območju 0,10 – 0,43 µM, pri čemer so najnižjo IC50 izkazovale 
spojine 55, 172 in 176. Nadalje smo preverili selektivnost zaviralcev v primerjavi z 
drugimi katalitično aktivnim podenotam imunoproteasoma (β1i, β2i) in proteasoma (β1, 
β2, β5). Ugotovili smo, da je pri uporabi 10 µM koncentracije spojin, rezidualna aktivnost 
na vseh ostalih podenotah za spojine 55, 57 in 176 bila nad 60%, zato lahko sklenemo, da 
te spojine izkazujejo selektivno delovanje na β5i podenoto imunoproteasoma. 
Spojini 55 in 172 sta imeli najnižjo IC50 za β5i podenoto in sta hkrati dobro selektivni v 
primerjavi z ostalimi podenotami, zato smo se odločili, da ju še dodatno ovrednotimo. V 
prvem delu smo preverili ali spojini ohranita svoje zaviralne lastnosti tudi v heterogenih 
proteinskih sistemih. Zato smo pripravili celične lizate iz celic THP-1 in HeLa. Moč 
zaviranja na celičnih lizatih se je glede na izolirano β5i podenoto zmanjšala za približno 
10-krat, kar nakazuje, da so v kompleksnejših sistemih prisotni tudi drugi proteini na 
katere se spojini vežeta oziroma jih zavirata. Nadalje smo preverili ali te spojine uspešno 
prehajajo celice v in vitro pogojih. Ugotovili smo, da je rezidualna aktivnost pri 25 µM 
koncentraciji za spojino 55 65%, za 172 pa 74%. To kaže na slabo permeabilnost spojine 
preko intaktne celične membrane in potrebo po optimizaciji strukture. Ne glede na to, smo 
na koncu preverili ali spojine posredujejo imunomodulatorne učinke na perifernih 
mononuklearnih celicah (PBMC) zdravih posameznikov. PBMC-je smo aktivirali z 
lipopolisaharidom in preverili ali spojini vplivata na izločanje vnetnih citokinov (IL-1β, 
TNFα, IL-8, IL-6, IL-10 in IL-12p70). Ugotovili smo, da statistično znižanje IL-6 in IL-10 
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povzroči le spojina 172. Podoben trend smo opazili tudi pri spojini 55, a ni bil statistično 
značilen. 
Spojine so pokazale potencial kot selektivni zaviralci β5i podenote imunoproteasoma, ki pa 
bi potrebovale nadaljnjo strukturno optimizacijo, ki bi omogočila boljšo prehodnost preko 
celične membrane. 
 
 
Ključne besede 
proteasom, zaviralci imunoproteasoma, oksatiazoloni, encimska kinetika  
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ABSTRACT 
Immunoproteasom is a highly effective protease complex which is predominantly found in 
cells of the immune system, where it participates in antigen presentation, regulation of 
cytokine secretion, differentiation and proliferation of lymphocytes T. In non-
hematopoietic cells its expression can be induced under the influence of proinflammatory 
cytokines or oxidative stress, where all three catalytically active β subunits of constitutive 
proteasome (β1, β2 in β5) are replaced by the corresponding homologous subunits of the 
immunoproteasome (β1i, β2i in β5i). Elevated expression of the immunoproteasome has 
been associated with autoimmune diseases, inflammatory diseases and various types of 
cancer. Therefore, immunoproteasome inhibition offers an attractive therapeutic approach 
in the treatment of these diseases. 
In the course of our research, ten new compounds based on electrophilic oxathiazolone 
were evaluated as potential inhibitors of immunoproteasome. With methods of enzyme 
kinetics, we firstly determined IC50 values for the ten compounds on the β5i subunit. The 
values were in the range of 0.10-0.43 μM, with the lowest IC50 values for compounds 55, 
172 and 176. Furthermore, we tested the selectivity of all the inhibitors against other 
catalytically active subunits of immunoproteasome (β1i, β2i) and proteasome (β1 , β2, β5). 
We found that at 10 μM concentration, the residual activity of all other subunits was above 
60% for coumpound 55, 57 and 176. Based on this, we can conclude that these compounds 
selectively inhibit the β5i subunit of the immunoproteasome. 
Compounds 55 and 172 had the lowest IC50 for the β5i subunit and at the same time 
exerted high selectivity towards other subunits, thus decided for further evaluation. In the 
first part, we checked whether the compounds retain their inhibitory properties in 
heterogeneous protein systems. For this purpose, cell lysates from THP-1 and HeLa cells 
were prepared. In cell lysates the IC50 values increased by about 10-fold relative to the 
isolated β5i subunit, suggesting that in complex systems the compounds bind to or inhibit 
other proteins. Further, we addressed the properties of cell permeability of the selected 
compounds in in vitro conditions. We demonstrate that the residual activity at 25 μM 
concentration was 65% and 74% for the compound 55 and 172 respectively. This indicates 
the poor permeability of the compounds via the intact cell membrane and the need for 
structure optimization. 
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In the last segment of our work, we were interested whether the compounds possess any 
immunomodulatory effects on peripheral mononuclear cells (PBMCs) of healthy 
individuals. PBMCs were activated with lipopolysaccharide and the potential effect of the 
two compounds on secretion of inflammatory cytokines (IL-1β, TNFα, IL-8, IL-6, IL-10, 
and IL-12p70) was determined. We found that the statistical reduction in IL-6 and IL-10 
was caused only by compound 172. A similar trend was also observed for compound 55, 
however it was not statistically significant. 
To conclude, the compounds show great potential as selective inhibitors of the β5i subunit 
of immunoproteasom, but further structural optimization would be required to improve 
permeability over the cell membrane. 
 
Key words 
proteasome, immunoproteasome inhibitors, oxathiazolones, enzyme kinetics   
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
AMC 7-amino-4-metilkumarin 
APC antigen predstavitvena celica 
ATP adenozin trifosfat 
Bz-VGR-AMC benzoil-valin-glicin-arginin-7-amino-4-metilkumarin 
cP konstitutivni proteasom 
CTL citotoksični limfociti T 
CŽS centralni živčni sistem 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
E1 ubikvitin aktivirajoči encim 
E2 ubikvitin konjugirajoči encim 
E3 ubikvitin proteinska ligaza 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
ER endoplazemski retikulum 
IC50 polovična maksimalna inhibitorna koncentracija 
IFN-γ interferon gama 
IL interlevkin 
IκB zaviralni protein NF-κB 
IP pufer imunoproteasomski pufer 
iP imunoproteasom 
LMP2/-7 nizkomolekularni peptid 2/-7 
LPS lipopolisaharid 
MECL-1 multikatalizni endopeptidazni kompleks podenota 1 (ang. 
multicatalytic endopeptidase complex subunit 1) 
MHC I  poglavitni histokompatibilnostni kompleks I 
MM multipli mielom 
NF-κB  jedrni faktor κB  
PA28α proteasomski aktivator alfa 
PAC šaperonski proteini 
PBMC periferna mononuklearna krvna celica 
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PMA forbol 12-miristat 13-acetat 
POMP  protein za zorenje proteasoma (ang. proteasome maturation 
protein) 
RA rezidualna aktivnost 
RP regulatorni kompleks 
Suc-LLVY-AMC N-sukcinil-levcin-levcin-valin-tirozin-7-amino-4-metilkumarin 
TAP prenašalec povezan z antigensko predelavo (ang. transporter 
associated with antigen processing) 
TGF-β transformirajoči rastni faktor beta 
TNF-α  tumor nekrotizirajoči faktor alfa 
Ub ubikvitin 
UPS ubikvitinski proteolizni sistem 
Z-LLE-AMC Z-levcin-levcin-glutaminska kislina-7-amino-4-metilkumarin 
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1 UVOD 
1.1 UBIKVITINSKI PROTEASOMSKI SISTEM 
V vseh tkivih se večina znotrajceličnih proteinov razgradi s pomočjo ubikvitin 
proteasomskega sistema (UPS). Gre za usklajeno delovanje encimov, ki pripnejo 
polipeptidno molekulo ubikvitina (Ub) na protein in ga tako označijo za razgradnjo. V 
naslednji stopnji 26S proteasom, velik multikatalitični proteazni kompleks, prepozna 
označen protein in ga razgradi na manjše peptide. Pri tem se molekula Ub sprosti in 
ponovno poveže z novim proteinom, pripravljenim na razgradnjo (1). 
Ubikvitin je polipeptid sestavljen iz 76 aminokislin, ki se kovalentno veže na tarčne 
proteine s pomočjo treh encimov. Encima E1 (ubikvitin aktivirajoči encim) in E2 
(ubikvitin konjugirajoči encim) pripravita molekulo Ub na konjugacijo, ključni encim v 
celotnem procesu pa je E3 (ubikvitin proteinska ligaza), ki prepozna specifični proteinski 
substrat in katalizira prenos aktiviranega Ub na ta protein (1) (Slika 1). 
 
Prva stopnja konjugacije Ub na protein predstavlja 
aktivacija Ub z encimom E1. Le-ta se s svojim 
cisteinskim ostankom kovalentno veže na 
karboksilno skupino glicina Ub in tvori tiolni ester, 
pri čemer se porablja ATP. V drugi stopnji se tako 
aktiviran Ub prenese na tiolno skupino cisteinskega 
ostanka encima E2, pri čemer ponovno nastane 
tioestrska vez. E3 v zadnji stopnji katalizira prenos 
aktiviranega Ub iz E2 na protein. Pri tem nastane 
amidna vez med karboksilno skupino glicina Ub in 
Ɛ-amino skupino na lizinskem ostanku tarčnega 
proteina. Tako se na protein veže ena molekula Ub, 
daljša poliubikvitinska veriga pa nastane, če se več 
aktiviranih molekul Ub poveže z lizinskim ostankom 
prvega Ub, vezanega na protein (1–3). Preden 
protein vstopi v proteolizni center proteasoma, je Slika 1:Tri stopenjski proces ubikvinacije 
tarčnega proteina. Prirejeno po (2). 
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potrebna odstranitev ubikvitinske verige. Ub procesirajoči encim odstrani vezan Ub iz 
poliubikviniranega proteina, Ub hidrolaza pa razstavi odstranjeno verigo nazaj v 
posamezne Ub monomere (2). 
1.2 PROTEASOM 
Proteasom (imenovan tudi 26S proteasom) je 2,5 MDa velik multikatalitični proteazni 
kompleks, ki se nahaja v jedru in citoplazmi vseh evkationtskih celic (4). Njegova naloga 
je razgrajevanje poškodovanih in napačno zvitih proteinov ter proteinov, ki sodelujejo pri 
celičnem ciklu, prepisovanju in popravilu DNA, apoptozi in drugih celičnih procesih, ki so 
pomembni za preživetje celice (5). 
1.2.1 Zgradba proteasoma 
Proteasom je sestavljen iz osrednje 20S katalitične enote (imenovana cP ali 20S 
proteasom) in ene do dveh terminalnih 19S regulatornih enot (imenovane RP, 19S 
proteasom ali PA700), ki služijo kot proteasomski aktivatorji (5). 
Kompleks 20S je votle cilindrične strukture, ki jo sestavljajo štirje obroči, dva identična 
zunanja α obroča in dva identična notranja β obroča, sestavljena vsak iz sedmih podenot 
(α1-7 in β1-7). Zunanja α obroča tvorita ozek kanal skozi katerega substrat vstopa 
(kompleksen proces, ki je dodatno reguliran še z 19S kompleksom) in produkt izstopa. V 
notranjih β obročih so od sedmih podenot aktivne samo tri. Le-te vsebujejo proteolizno 
aktivne treoninske ostanke na N-terminalnem koncu in izkazujejo nukleofilno hidrolizno 
aktivnost s katero cepijo peptidne vezi. Poimenovana so po encimih, ki izkazujejo podobno 
aktivnost oziroma specifičnost. β1 podenota nosi kaspazi podobno aktivnost (cepi za 
kislimi aminokislinami), β2 tripsinu podobno aktivnost (cepi za bazičnimi aminokislinami) 
in β5 kimotripsinu podobno aktivnost (cepi za hidrofobnimi aminokislinami). Peptide 
cepijo dokler niso ustrezno majhni, to je od 3 do 25 dolgih proteinskih ostankov, ki lahko 
nato difundirajo v zunanjost proteasoma, kjer jih aminopeptidaze v nekaj sekundah 
razgradijo do aminokislin (1–4,6–8). 
26S proteasom se tvori, ko se na en ali oba konca cP kompleksa pripne 19S proteasom, ki 
ga lahko razdelimo na bazo in pokrov (Slika 2). Baza je sestavljena iz šestih različnih 
podenot (RPT 1-6) z ATP-azno aktivnostjo in štirih podenot (RPT 1, RPT 2, RPT 10 in 
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RPT 13), ki nimajo ATP-azne aktivnosti. Njihova naloga je, da aktivirajo in odprejo ozki 
kanal α obroča cP ter razprejo in zravnajo substrat, da lahko prehaja v jedro.  
Pokrov je sestavljen iz najmanj devetih podenot (RPN 3, RPN 5-9, RPN 11-12, RPN 15), 
ki nimajo ATP-azne aktivnosti. Substratu odstranijo in razgradijo poliubikvitinsko verigo 
(pri tem pomagata dva že prej omenjena encima) ter ga pripravijo za prehod v cP (1,7,8). 
 
Slika 2: Struktura 26S proteasoma. Prirejeno po (8). 
 
1.2.2 Izoblikovanje proteasoma 
Izoblikovanje cP je proces, za katerega skrbijo šaperoni (ang. proteasome assembling 
chaperones). Začetni korak vključuje nastanek sedemčlenskega α obroča, pri katerem 
sodelujejo štirje šaperonski proteini (PAC1-4), ki tvorijo pare heterodimerov:  
 PAC1-PAC2 prepreči povezavo α obroča z novo nastajajočim obročem 
 PAC3-PAC4 poveže konce β podenot in tvori sedemčlenski obroč  
β podenote se spontano povežejo na že oblikovan α obroč in nastanek pol-proteasoma se 
zaključi. Na enak način nastane še drugi pol-proteasom in v zadnjem koraku se nastala dela 
povežeta s pomočjo proteina za zorenje proteasoma (ang. chaperone proteasome 
maturation protein (POMP)). Ko se oblikovanje celotnega cP zaključi, to sproži cepitev N-
terminalnega peptida iz treh parov katalitičnih β-podenot, pri čemer se aktivira katalizni 
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treonin (Thr1). cP nato razgradi PAC in POMP šaperona, kar signalizira uspešnost 
sestavljanja zrelega jedra (9). 
Medtem ko je izoblikovanje cP dobro raziskano, pa točni mehanizem pri nastanku pokrova 
zaenkrat ostaja še neznan (5). 
 
1.3 IMUNOPROTEASOM 
Konstitutivni proteasom (cP) je prisoten v vseh celicah v telesu, medtem ko se njegova 
različica, imunoproteasom, normalno nahaja le v celicah imunskega sistema (makrofagi, 
monociti, dendritične celice in limfociti). Če je celica izpostavljena vnetnim dejavnikom, 
kot sta citokina interferon gama (IFN-γ) in tumor nekrotizirajoči faktor alfa (TNF-α) ali 
oksidativnemu stresu, se lahko njegov nastanek inducira tudi drugod v telesu, zato ga 
imenujemo tudi inducibilna oblika proteasoma (iP).  
Prva strukturna razlika, ki jo najdemo med cP in iP je v β podenotah. Vse tri katalitično 
aktivne β podenote se zamenjajo z ustreznimi homologi, tako da nastanejo β1i podenota 
(nizkomolekularni peptid 2 – LMP2), β2i podenota (multikatalitični endopeptidazni 
kompleks podenota 1 – MECL-1) in β5i podenota (LMP7) (10,11) (Slika 3). Medtem ko 
β2i in β5i podenoti izvajata enako vrsto aktivnosti kot katalitični podenoti v cP, β1i ne nosi 
več kaspazi podobne aktivnosti, ampak kimotripsinu podobno aktivnost (9). To ne pomeni, 
da se učinkovitost razgradnje in velikost peptidov, ki jih dobimo po razgradnji pri cP in iP 
razlikujeta, pomeni le, da ima slednji drugačno mesto cepitve, saj prednostno cepi za 
hidrofobnimi aminokislinami. Takšni ostanki se boljše prilegajo na glavni 
histokompatibilni kompleks (MHC-1), kar pomeni boljšo in hitrejšo predstavitev antigena 
limfocitom T ter hitrejši odziv na vnetje ali oksidativni stres (11,12). 
Druga strukturna razlika je v 19S kompleksu, katerega lahko delno ali popolnoma zamenja 
PA28 (11S kompleks), ki je veliko manjši (11,12). Normalno je prisoten že pri cP, vendar 
se njegovo izražanje aktivira šele ob prisotnosti vnetnih dejavnikov. Ima sposobnost, da 
razgrajuje krajše peptidne substrate, vendar ne proteinov vezanih na Ub. Sestavljen je iz 
dveh podenot, PA28α in PA28β podenote. Pri 19S kompleksu je razgradnja antigenskih 
proteinov ATP-odvisna, pri PA28 pa ATP-neodvisna (13).  
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Slika 3: Struktura in nastanek imunoproteasoma. Vnetni dejavnik (na primer IFN-γ) inducira nastanek imunoproteasoma 
iz konstitutivne oblike proteasoma, tako da se vsa tri aktivna mesta zamenjajo z ustreznimi homologi. Regulatorni 
kompleks lahko ostane enak (19S kompleks) ali se delno oziroma popolnoma zamenja z 11S kompleksom. Prirejeno po 
(14). 
 
1.3.1 Vloga proteasoma in imunoproteasoma v imunskem sistemu 
Glavni histokompatibilni kompleks (MHC) razreda I predstavlja znotrajcelične antigene 
citotoksičnim limfocitom T (CTL) in proteasom je glavna proteaza, ki je vključena v ta 
proces (15). Pri proteolizi, ki poteka v katalitičnih podenotah proteasoma, nastanejo krajši 
peptidi z ustreznim C-terminalnim delom (prekurzorji epitopov). V citosolu večino nastalih 
peptidov lahko še dodatno razgradijo aminopeptidaze. Peptidi, ki vsebujejo antigen in niso 
razgrajeni, se s pomočjo TAP proteinov (ang. transporter associated with antigen 
processing) prenesejo do endoplazemskega retikuluma (ER), kjer se povežejo z MHC-I 
molekulami (9,14,16). MHC-I molekule se nato s peptidi prenesejo preko Golgijevega 
aparata na celično površino, kjer se vežejo na ustrezni receptor na limfocitih T in 
povzročijo njihovo aktivacijo (16). 
Z namenom uspešne regulacije celičnega imunskega odziva, se v to vključujeta dve 
proteolitski kaskadi: konstitutivna in imunsko inducirana kaskada. Konstitutivna 
proteolitska kaskada odstranjuje in razgrajuje toksične, poškodovane in napačno zvite 
proteine do posameznih peptidnih ostankov, ki se v večini razgradijo z aminopeptidazami. 
Na ta način se le majhen delež peptidov poveže z MHC-I molekulami in predstavi CTL na 
celični površini. Nasprotno deluje imunsko inducirana proteolitska kaskada, v kateri se 
lahko iz proteasoma zelo hitro inducira nastanek imunoproteasoma pod vplivom IFN-γ 
(16). Spremenjene β podenote cepijo peptide na drugih mestih. Nastanejo peptidi, ki so 
bolj hidrofobni in so bolj optimalni za predstavitev na MHC-I kompleksu. Večina se jih ne 
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razgradi z aminopeptidazami in posledično jih je tudi več predstavljenih MHC-I 
kompleksu (Slika 4). Med vnetnim procesom je razmerje med dvema sočasnima 
proteolitskima kaskadama premaknjeno v smer imunsko inducirane kaskade (7,16,17). 
 
 
Slika 4: Število antigenskih peptidov, ki so predstavljeni limfocitom T je pri imunoproteasomu (B) znatno večje od števila 
pri proteasomu (A), kjer se večina peptidov razgradi že v citosolu z aminopeptidazami. Prirejeno po (16). 
 
Imunoproteasom je vključen tudi v druge imunske odzive. Delovanje iP pri vnetjih ali 
okužbah vodi v povečano izražanje vnetnih citokinov, v primeru pomanjkanja posameznih 
katalitično aktivnih βi podenot, pa se citokinsko signaliziranje zmanjša, kar so pokazale 
tudi številne študije. Tako so v dendritičnih celicah kostnega mozga miši, ki niso imele 
izražene β1i podenote in so bile okužene z virusom influence, zaznali zmanjšane vrednosti 
interferona α (IFN-α), interlevkina (IL)-1β, interlevkina (IL)-6 in tumor nekrotizirajočega 
faktorja α (TNF-α). Podobno so pokazali tudi na živalskih modelih z avtoimunskimi 
boleznimi, kot je revmatoidni artritis. Odsotnost β5i podenote ali njeno zaviranje z 
molekulskim zaviralcem PR-957, je zmanjšala nastanek vnetnih citokinov, nastanek vnetja 
in napredovanje bolezni (14,18). Študije so pokazale tudi vpliv iP pri diferenciaciji, 
preživetju in proliferaciji limfocitov T. Če zaviramo β5i podenoto, zmanjšamo nastanek 
IL-6 in transformirajočega rastnega faktorja β (TGF-β), ki posledično ne moreta povzročiti 
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diferenciacije CD4+ celic do Th17 celic, kar kaže, da je iP vpet v nastanek nekaterih 
faktorjev diferenciacije (14). 
1.3.2 Antioksidativna vloga imunoproteasoma  
Poleg vloge v imunskem sistemu ima iP vlogo tudi zunaj njega, saj sodeluje pri ohranjanju 
celične homeostaze pri oksidativnem stresu. Oksidativni stres je definiran kot neravnovesje 
med pro- in anti-oksidativnimi dejavniki, pri katerem se poveča nastajanje prostih 
radikalov in poškodovanih proteinov. Te je potrebno razgraditi in tako preprečiti nastanek 
citotoksičnih proteinskih skupkov, ki bi lahko povzročili celično smrt. Pri tem ima iP 
pomembno vlogo, saj oksidirane in poškodovane proteine prepozna in razgradi. Študije na 
miših so pokazale, da se pri odsotnosti β5i- in β1i-podenote oksidirani in poliubikvitirani 
proteini nalagajo v jetrih in možganih ter poškodujejo centralni živčni sistem (14,18). 
 
1.4 IMUNOPROTEASOM IN BOLEZENSKA STANJA 
1.4.1 Rakava obolenja 
Čeprav povezava med rakom in UPS še ni popolnoma poznana, je proteasom uspešna tarča 
protitumornega zdravljenja (14). Rakave celice izkazujejo večjo aktivnost proteasoma, kar 
je verjetno povezano s povečano celično proliferacijo, oksidativnim stresom in povišanimi 
vrednostmi različnih citokinov. Nastanejo lahko napačno zviti ali poškodovani proteini, ki 
morajo biti odstranjeni z namenom ohranjanja celične sposobnosti preživetja. Tako je večja 
aktivnost proteasoma linearno odvisna od rasti rakavih celic. Povišana aktivnost cP je 
prisotna pri vseh rakavih celicah, medtem ko je aktivnost iP lahko zvišana ali znižana, 
odvisno od vrste tumorja. Povišane vrednosti iP najdemo pri multiplem mielomu, raku 
prostate, dojk, debelega črevesa in pljučnem raku, zato njegovo zaviranje predstavlja 
potencialno pomembno tarčo zdravljenja (19,20). Prednost selektivnih zaviralcev iP je, da 
ne zavirajo cP, ki je normalno prisoten v vseh celicah. Na ta način se zmanjša toksičnost 
široko spektralnih proteasomskih zaviralcev (14).  
Zaviralci proteasoma se že nekaj let uporabljajo kot uspešen terapevtski pristop predvsem 
pri zdravljenju multiplega mieloma (MM), ki je posledica maligne transformacije 
limfocitov B. Prva učinkovina na tržišču je bil bortezomib, ki nespecifično zavira 
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proteolizno aktivnost cP in iP (14). Glavni mehanizem delovanja temelji na zaviranju NF-
κB signalne poti, ki je pri MM še posebej aktivna.  
NF- κB je transkripcijski faktor, ki v večini celic obstaja v neaktivni obliki, vezan na svoj 
zaviralni protein IκB (Slika 5). Ko je celica izpostavljena stresnim dejavnikom, proteasom 
razgradi protein IκB, kar omogoči prehod NF-κB iz citosola v jedro. Z namenom preživetja 
celice povzroči prepisovanje in ekspresijo številnih genov, ki kodirajo adhezijske 
molekule, rastne faktorje, vnetne citokine in anti-apoptotične proteine. Pri MM je NF- κB 
aktiven ves čas. Če delovanje proteasoma zavremo, je razgradnja IκB preprečena, NF- κB 
ostane v citosolu in ne pride do prej omenjenih procesov. To so potrdile tudi nekatere 
študije, ki so pokazale, da je NF- κB ključni regulator pri rasti in preživetju celic pri MM 
(4,21,22).  
 
 
Slika 5: NF-κB signalna pot. NF-κB je ključni regulatorni protein, ki aktivira prepisovanje številnih genov, vključujoč 
rastne faktorje, angiogenetske faktorje in anti-apoptotične faktorje. V mirujočih celicah se nahaja v citoplazmi, vezan na 
zaviralni protein IκB. Ko je celica izpostavljena stresnim dejavnikom, rastnim faktorjem, sevanju itd., proteasom 
razgradi IκB in NF-κB se sprosti ter prenese v jedro, kjer aktivira prepisovanje genov. Zaviranje proteasoma stabilizira 
IκB-NF-κB kompleks in onemogoči prepisovanje. Prirejeno po (4). 
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1.4.2 Avtoimunske bolezni 
Povečano izražanje iP so opazili pri nekaterih avtoimunskih boleznih, kot sta revmatoidni 
artritis in kronična vnetna črevesna bolezen (Chronova bolezen in ulcerozni kolitis). Na 
modelih miši z revmatoidnim artritisom so pokazali, da aplikacija selektivnega zaviralca 
β5i podenote vodi v zmanjšano vnetno infiltracijo, znižano produkcijo citokinov in 
zmanjšanje bolezenskih simptomov. Podobno so ugotovili tudi pri ulceroznem kolitisu, 
kjer so zavirali β5i oziroma uporabili model miši brez β5i podenote in prišli do podobnih 
rezultatov (14,18).  
1.4.3 Nevrodegenerativne bolezni 
Za razliko od cP, ki je visoko izražen tudi v možganskih celicah, je prisotnost iP v 
možganih nizka. V študiji, kjer so primerjali izražanje iP v hipokampusu pri mlajših in 
starejših miškah, so pri starejših miškah zaznali večje izražanje iP. Predvidevajo, da sta 
kronično vnetje in celični stres starostno pogojena in vplivata na večje nastajanje 
oksidiranih proteinskih skupkov. iP predstavlja kompenzatorni mehanizem za razgradnjo 
oksidiranih proteinov z namenom zaščite centralnega živčnega sistema (CŽS) pred stresom 
in poškodbami. Povečano izražanje β1i in β5i podenot so opazili tudi pri pacientih z 
nevrodegenerativnimi boleznimi, kot so na primer Huntingtonova, Parkinsonova in 
Alzheimerjeva bolezen. Za te bolezni je značilno kopičenje proteinskih skupkov, ki jih 
celica težko odstrani, poleg tega pa povečujejo tudi oksidativni stres in vnetje, kar še 
dodatno vpliva na izražanje iP (14,18). 
1.5 ZAVIRALCI PROTEASOMA IN IMUNOPROTEASOMA 
Proteasom spada med endopeptidaze. Pri cepitvi peptidne vezi, nukleofilni kisik Thr1 
ostanka CP (Thr1Oγ) napade karbonilni C-atom peptidne vezi tarčnega proteina, kar 
privede do nastanka tetraedričnega intermediata. Po njegovem razpadu nastane acil-
proteasomski intermediat in prvi razpadni produkt peptida s prostim N-terminalnim 
koncem. Kasnejša hidroliza acil-proteasomskega intermediata poteče ob prisotnosti vode in 
tako nastane še drugi razpadni produkt. Tarčni protein je razgrajen, aktivno mesto CP pa 
obnovljeno za nadaljnje katalitične cikle (Slika 6).  
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Slika 6: Mehanizem proteasomske razgradnje. A) Proteasom z N-terminalnim Thr1 nukleofilno napade amidno skupino 
substrata. B) Nastanek tetraedričnega intramediata, ki ob razpadu sprosti prvi razpadni produkt substrata. C) Drugi del 
produkta ostane konjugiran na proteasom preko estrske vezi in tvori acil-proteasomski intermediat. D) Voda hidrolizira 
ester sekundarnega intermediata, ki se razgradi do drugega razpadnega produkta substrata. Prirejeno po (22). 
 
Večina raziskanih spojin, ki so zasnovane kot proteasomski zaviralci, je peptidne narave in 
oponašajo vezavo naravnih substratov. Osrednje mesto vezave zaviralca proteasoma sta N-
terminalni Thr1 in specifični žepki (S) v aktivnih mestih. Vezavna specifičnost na 
podenoto je odvisna od aminokislinskega zaporedja zaviralca, ki mora imeti prilagojeno 
stransko verigo (P) tako, da ustreza specifičnemu S žepku. Zaviralno moč doseže z 
elektrofilno funkcionalno skupino, ki predstavlja reaktivno glavo in se na Thr1Oγ ostanek 
aktivnih β podenot CP veže reverzibilno ali ireverzibilno. Glede na tip elektrofilne glave 
lahko zaviralce razdelimo v sedem skupin: aldehidi, vinil sulfoni, vinil amidi, boronati, 
α,β-epoksiketoni, α-ketoaldehidi in β-laktoni (23,24). Večina zaviralcev cilja kimotripsinu 
podobno (β5) podenoto, saj so ugotovili, da se delovanje proteasoma tako bolj zmanjša, 
kot če bi zavirali β1 ali β2 podenoto. Da ima večina zaviralcev afiniteto tudi za ti dve 
aktivni mesti, je zgolj naključje (24). Ker je večina bolezni, omenjenih v prejšnjem 
poglavju, povezanih s povečanim izražanjem imunoproteasoma, se raziskave usmerjajo 
predvsem v njegove selektivne zaviralce. Na osnovi kristalnih struktur mišjega cP in iP so 
našli strukturne razlike med β5c in β5i v žepku S1, ki je pri iP večji, kar kaže, da se 
zaviralci z večjimi P1 ostanki prednostno vežejo na β5i (24) (Slika 7). 
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Slika 7: Shematski prikaz vezavnih žepkov konstitutivnega proteasoma in imunoproteasoma z ustreznim prikazom 
peptidnega zaporedja. Katalitično aktivni Thr1 in cepljena peptidna vez sta označeni z rdečo barvo, selektivni žepki so 
označeni z modro barvo. Met45 v imunoproteasomu zavzame drugačno konformacijo, kar razširi vezavni žepek. Prikazan 
je tudi edinstven Cys48 v S4 žepku imunoproteasoam. Povzeto po (24). 
1.5.1 NESELEKTIVNI ZAVIRALCI 
1.5.1.1 Bortezomib 
Bortezomib (Velcade®) je prvi zaviralec proteasoma, ki ga je odobrila U.S. Food and Drug 
Administration (FDA) kot prvo linijo izbora za zdravljenje multiplega mieloma (MM) in 
limfoma plaščnih celic (MCL, ang. Mantle cell lymphoma) (25). Je dipeptid borove kisline, 
ki deluje kot reverzibilni zaviralec cP in iP (prednostno zavira β5 podenoto v primerjavi z 
ostalima dvema) preko tvorbe tetraedričnega kompleksa borove kisline z Thr1Oγ ostankom 
(26). Eden izmed možnih mehanizmov protitumorskega delovanja je povezan z zaviranjem 
NF-κB signalne poti, saj so številne študije pokazale, da naj bi bil NF-κB ključni regulator 
rasti in preživetja celic MM. Če bortezomib prepreči razgradnjo IκB, tako ne blokira samo 
aktivacije NF-κB signalne poti, ampak zavira tudi povezano izražanje citokinov in anti-
apoptotičnih faktorjev v celicah MM (22). Čeprav je zdravljenje z bortezomibom doseglo 
številne koristi pri zdravljenju bolnikov z MM, obstajajo številne slabosti njegove uporabe, 
največji omejitveni faktor uporabe pa predstavlja možen razvoj periferne nevropatije (26). 
Do 80% bolnikov z novo odkritim MM, ki so jih zdravili z bortezomibom, je razvilo 
nevropatijo, pri čemer večje tveganje lahko povzroči tudi dolgotrajna izpostavljenost ali 
višji odmerki (27). Poleg periferne nevropatije so nekateri drugi stranski učinki 
najpogosteje povezani z gastrointestinalnimi težavami (slabost, diareja, bruhanje), 
utrujenostjo, možna je tudi trombocitopenija. Pri približno 35% pacientov z MM so zaznali 
odpornost na zdravljenje, kar je po vsej verjetnosti povezano z mutacijo β5 podenote in 
njeno prekomerno ekspresijo (22). 
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Te ugotovitve so pomagale in spodbudile raziskovalce v razvoj nove generacije zaviralcev 
iP z manj neželenimi učinki, večjo učinkovitostjo pri zdravljenju MM in boljšimi 
kliničnimi izidi (28).  
1.5.1.2 Druga generacija 
Karfilzomib (PR-171) je tetrapeptid iz skupine epoksiketonov, ki se po strukturi in 
delovanju razlikuje od bortezomiba (29). Njegov zaviralni učinek temelji na tvorbi 
stabilnih in ireverzibilnih kompleksov, ki nastanejo po dvostopenjskem mehanizmu. 
Najprej pride do reverzibilnega nastanka hemiketala med Thr1
 
in ketonsko skupino, v 
drugi stopnji pa do nukleofilnega napada Thr1 na epoksidno oziroma aldehidno skupino, 
tako da se tvori ciklični intermediat (23,30). Zaradi slabe biološke uporabnosti se je pri 
karfilzomibu ohranil intravenski način aplikacije, vendar kot ireverzibilni zaviralec doseže 
trajnejše zaviranje, ima manj stranskih učinkov (ne prihaja do periferne nevrotoksičnosti), 
njegovo delovanje pa je bolj specifično usmerjeno na proteasom, v primerjavi z 
bortezomibom, ki poleg proteasoma reagira še s številnimi serinskimi proteazami (30,31). 
Oprozomib (ONX-0912) je prva izmed spojin, ki so zaradi manjše peptidne strukture 
izkazovale boljšo peroralno biološko uporabnost, kar omogoča bolj prilagodljivo 
odmerjanje in boljše sodelovanje s strani pacientov. Je namreč tripeptidni analog 
karfilzomiba, ki ohranja njegovo moč, selektivnost in protitumorsko aktivnost. Iksazomib 
in delanzomib sta reverzibilna peroralna zaviralca iz skupine boronatov, ki prednostno 
zavirata β5 podenoto cP in iP (27,32). Zaradi peptidne strukture se ti zaviralci zlahka 
razgradijo z endopeptidazami, kar zmanjšuje njihovo biološko uporabnost. Nadaljnji razvoj 
se je zato usmeril v razvoj nepeptidnih zaviralcev, ki bi naj teoretično imeli boljšo biološko 
uporabnost v primerjavi s peptidnimi zaviralci (21,30,33). Marizomib povzroči trajnejše 
zaviranje proteasoma v primerjavi z ostalimi β-laktoni in zavira pretežno β2 in β5 
podenoto. V kliničnih testiranjih se je trenutno kot edini zaviralec, ki v svoji strukturi ne 
vsebuje peptidne verige, pokazal za uspešnega pri zaviranju celičnih linij, ki so razvile 
odpornost na bortezomib in za učinkovitega pri zdravljenju MM, levkemij in trdnih 
tumorjev. Njegovo terapevtsko uporabo omejujeta kratek razpolovni čas, ki v primeru I.V. 
aplikacije znaša manj kot 5 minut, in zmožnost prehajanja krvno-možganske pregrade (23).  
Večina zaviralcev je usmerjenih v zdravljenje multiplega mieloma, hematološke 
malignosti, kjer pride do transformacije limfocitov B v patološke plazmatke, ki se nato 
nalagajo v kostnem mozgu in izločajo visoke količine imunoglobulinov (Ig) (32).  
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Vsi izmed zgoraj navedenih zaviralcev proteasoma, ki jih uporabljamo pri zdravljenju 
MM, imajo močno zaviralno aktivnost in citotoksičnost, vendar jim manjka selektivnosti 
za posamezne podenote. Ciljajo predvsem β5 podenoto, vendar zaradi svoje neselektivnosti 
na cP in iP, povzročajo veliko stranskih učinkov (23).  
 
 
Slika 8: Neselektivni zaviralci proteasoma in imunoproteasoma z označenimi strukturnimi deli molekul, ki ustrezajo 
žepkom S1 – S4 (glej sliko 7). Prirejeno po (24). 
 
 
Tabela I: Neselektivni zaviralci. NP = ni podatka. Povzeto po (34). 
 
 
 
Zaviralec  β1 IC50 [nM] β2 IC50 [nM] β5 IC50 [nM] Vrsta vezave  
bortezomib 53 +/- 10 590 +/- 67 7,9 +/- 0,5 reverzibilna 
karfilzomib 2400 3600 <5 ireverzibilna 
oprozomib NP NP 36-82 ireverzibilna 
iksazomib 31 3500 3,4 reverzibilna 
marizomib 430 +/- 34 28 +/- 2 3,5 +/- 0,5 ireverzibilna 
delanzomib 
 
NP NP 3,8 reverzibilna 
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1.5.2 SELEKTIVNI ZAVIRALCI 
Številne avtoimunske in vnetne bolezni inducirajo povečano izražanje imunoproteasoma in 
izkazalo se je, da zaviranje β5i podenote zagotavlja boljši terapevtski potencial v 
primerjavi z zaviranjem drugih dveh aktivnih mest iP. S selektivnimi zaviralci posameznih 
podenot iP bi lahko povečali učinkovitost in zmanjšali stranske učinke, vendar ima večina 
do sedaj razvitih zaviralcev iP peptidno strukturo in posledično slabšo biološko 
uporabnost. S tem razlogom se trenutne raziskave in razvoj novih selektivnih zaviralcev 
usmerjajo v drugačne strukturne značilnosti in izboljšane fizikalno-kemijske lastnosti 
(25,35).  
1.5.2.1 β1i/β1c selektivni zaviralci 
UK-101 je bil prvi odkriti β1i selektivni zaviralec, ki prednostno zavira katalitično 
podenoto iP pred cP (23). Struktura njegove molekule je pokazala, da se dolga N-
terminalna veriga ogljikovodikov popolnoma prilega β1i žepku S, ki ustrezno sprejme tudi 
stransko verigo levcina. Drugi odkriti β1i zaviralec je IPSI-001, dipeptidni aldehid, ki se 
poveže z cisteinskim ostankom S4 žepka in s 100-krat večjo selektivnostjo zavira β1i 
podenoto od β1c podenote (24). Dokazano je bilo, da IPSI-001povzroči apoptozo pri 
hematoloških malignih obolenjih (tudi pri MM), ki imajo izrazito povišane koncentracije 
iP, kot tudi pri celicah odpornih na bortezomib, poleg tega pa naj bi bil manj citotoksičen 
za nemaligne celice (23,26). 
1.5.2.2 β2i/β2c selektivni zaviralci  
Do sedaj edini znani zaviralci β2 podenot so iz skupine epoksiketonov in čeprav te spojine 
same ne zavirajo tumorske aktivnosti je bilo dokazano, da ob sočasni uporabi bortezomiba 
in karfilzomiba povečajo občutljivost celic MM. Zaviralcev β2 podenote, ki selektivno 
ločujejo med cP in iP zaenkrat še niso odkrili, verjetno zaradi velike podobnosti β2c in β2i 
vezavnih S žepkov (23). 
1.5.2.3 β5i/β5c selektivni zaviralci  
ONX 0914 (PR-957) je ireverzibilni zaviralec iz skupine epoksiketonov, sprejet kot prvi 
β5i selektivni zaviralec. Strukturna razlika S1 vezavnega žepka med cP in iP je posledica 
orientacije Met45. Ravno zaradi večjega strukturnega dela, ki se bolje prilega prostornemu 
S1 žepku, izkazuje ONX 0914 do 40-krat večjo selektivnost za β5i podenoto v primerjavi s 
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podenotama β5 in β1i (24). S selektivnim delovanjem na iP zmanjša nastajanje vnetnih 
citokinov kot so IFN-γ, IL-2, IL-23 in TNF. Do sedaj se je izkazal kot učinkovit pri 
zdravljenju revmatoidnega artritisa, eksperimentalnega kolitisa in sistemskega lupusa 
eritematozusa (20,23). Strukturno podobna spojina je IPSI (PR-924), ki izkazuje 100-krat 
večjo selektivnost za β5i kot za β5c podenoto, vendar zaenkrat še ni prišla do kliničnih 
testiranj (36). 
 
Slika 9: Selektivni zaviralci imunoproteasoma, ki zavirajo β1i podenoto (A) in β5i podenoto (B). Prirejeno po (24,34). 
 
 
Tabela II: IC50 vrednosti selektivnih zaviralcev iP v primerjavi z vrednostmi na cP. Izjema je IPSI-001, kjer je podana Ki 
vrednost. Povzeto po (36). 
 IC50 ali Ki* za posamezne podenote (nM) 
 zaviralec β1c β1i β2c β2i β5c β5i 
β1i selektivni 
zaviralec 
UK-101 >10000 100-500 >10000 >10000 >500 >10000 
IPSI-001* 239000 1450 NP NP 105000 1030 
β5i selektivni 
zaviralec 
ONX 
0914 
9000 500 3000 1000 500 10 
PR-924 30000 8200 >30000 >30000 2900 22 
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2 NAMEN 
Imunoproteasom se normalno nahaja le v celicah imunskega sistema. Njegovo povišano 
izražanje in prekomerna aktivnost v ne-imunskih celicah se inducira predvsem ob nastanku 
patoloških stanj, zato ga povezujejo z rakavimi, vnetnimi in avtoimunskimi obolenji. 
Večina do sedaj odkritih zaviralcev je usmerjenih v zdravljenje multiplega mieloma, 
vendar imajo peptidno strukturo s čemer je povezana slabša metabolična stabilnost in 
biološka uporabnost. Z namenom izboljšanja teh slabosti se v zadnjem obdobju veliko 
raziskovalnega dela usmerja v oblikovanje nepeptidnih zaviralcev. Osredotočeni so 
predvsem v iskanje selektivnih zaviralcev, ki delujejo na β5i podenoto, saj naj bi imela 
večjo terapevtsko učinkovitost in manj neželenih stranskih učinkov. 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani) so na 
podlagi predhodnih dognanj in proučevanja odnosa med strukturo in delovanjem, 
sintetizirali 10 novih spojin z nepeptidno osnovno strukturo in oksatiazolonskim 
elektrofilnim delom.  
Namen našega dela je vrednotenje teh spojin na biokemijskem in celičnem nivoju. V 
sklopu tega bomo najprej določili njihovo potencialno zaviralno delovanje na izoliranih 
encimih iP in cP. Z uporabo ustreznih substratov bomo preverili delovanje na vseh šest 
katalitično aktivnih podenot (β5i, β2i, β1i, β5c, β2c in β1c). Spojine, ki bodo izkazovale 
najnižjo polovično maksimalno inhibitorno koncentracijo (IC50) za β5i podenoto in bodo 
hkrati imele zanjo najvišjo afiniteto (t.j. nizko stopnjo zaviranja drugih katalitično aktivnih 
podenot) bomo nadalje vrednotili v celičnih testih. Pri tem bomo preverjali kako dobro 
izbrane spojine prehajajo skozi celično membrano in ali posedujejo imunomodulatorne 
učinke. V ta namen bomo na izoliranih perifernih mononuklearnih celicah (PBMC) 
preverili nivo vnetnih mediatorjev (IL-8, IL-6, IL1β, IL-10, IL-12p70 in TNFα) v 
prisotnosti in odsotnosti izbranih spojin. Pričakujemo, da bomo s temi vrednotenji 
doprinesli k razumevanju odnosa med strukturo in delovanjem ter tako omogočili nadaljnji 
razvoj novih in še bolj učinkovitih selektivnih zaviralcev iP. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1  MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije in reagenti 
- Ac-ANW-AMC: acetil-alanin-asparaginska kislina-triptofan-7-amino-4-
metilkumarin (Bachem, Bubendorf, Switzerland) 
- Ac-PAL-AMC: acetil-prolin-alanin-levcin-7-amino-4-metilkumarin (Bachem, 
Bubendorf, Switzerland) 
- Boc-LRR-AMC: Boc-levcin-arginin-arginin-7-amino-4-metilkumarin (Bachem, 
Bubendorf, Switzerland) 
- CBA Inflammatory kit: komplet za določanje vnetnih citokinov (BD™ Cytometric 
Bead Array, BD Biosciences, Switzerland) 
- DMEM low glucose medij (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA)  
- DMSO: dimetil sulfoksid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 
- DTT: ditiotreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- EDTA: etilendiamintetraocetna kislina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- FBS: serum goveda zarodka (HyClone, Logan, UT, ZDA) 
- humani proteasom 20S (Boston Biochem, Inc., Cambridge/MA, ZDA) 
- humani imunoproteasom 20S (Boston Biochem, Inc., Cambridge/MA, ZDA) 
- KCl: kalijev klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- L-glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- LPS: lipopolisaharid iz Salmonella enterica (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- 2-merkatopetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- MgCl2: magnezijev klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- PA28α aktivator (Bachem, Bubendorf, Switzerland) 
- penicilin/streptomicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- PMA: forbol 12-miristat 13-acetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- RPMI 1640 medij (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA) 
- Suc-LLVY-AMC: N-sukcinil-levcin-levcin-valin-tirozin-7-amino-4-metilkumarin  
- (Bachem, Bubendorf, Switzerland) 
- Tris - HCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- Trypan Blue raztopina (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA) 
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- Z-LLE-AMC: Z-levcin-levcin-glutaminska kislina-7-amino-4-metilkumarin 
(Bachem, Bubendorf, Switzerland) 
 
3.1.2 Pufri in raztopine 
 
Tabela III: Sestava pufrov in medijev za gojenje celičnih linij. 
Reakcijski pufer iP (pH 7,4) 0,01% SDS 
 50 mM Tris-HCl 
 0,5 mM EDTA  
Reakcijski pufer brez SDS (pH 7,4) z 
dodanim proteasomskim aktivatorjem 
 
 
50 mM Tris-HCl 
 0,5 mM EDTA 
 20 nM PA28α aktivator 
RPMI medij 1640 500 mL RPMI 1640 
 50 mL 10% FBS  
 5,5 mL penicilin/streptomicin 
 5,5 mL 2 mM L-glutamin 
 0,5 ml 50 µM 2-merkaptoetanol 
DMEM medij 500 mL DMEM 
 50 mL 10% FBS 
 5,5 mL penicilin/streptomicin 
 5,5 mL 2 mM L-glutamin 
 17,5 mL glukoza 
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3.1.3 Zaviralci 
Tabela IV: Novo sintetizirani zaviralci imunoproteasoma. 
Oznaka spojine Struktura M [g/mol] 
GES 52  
 
395,36 
GES 54  
 
407,40 
GES 55  
 
383,42 
GES 56  
 
454,27 
GES 57  
 
407,40 
GES 171 
 
391,40 
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GES 172  
 
405,42 
GES 176  
 
383,39 
GES 178  
 
355,36 
GES 179  
 
369,39 
 
3.1.4 Aparature, materiali in programi 
- analizna tehtnica AB104 (Mettler toledo, Greifensee, Švica) 
- pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
- centrifuge: Eppendorf 5415R (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), Sprout®Mini-
Centrifuge (Heathrow Scientific LLC, Illinois, ZDA)  
- ChemBioDraw Ultra 13.0. (PerkinElmer Inc., CA, ZDA)  
- čitalec mikrotitrskih ploščic (Bio Tek Instruments, Inc., VT, ZDA)  
- hemocitometer (Brand Neumbauer, Wertheim, Germany) 
- hladilnik (Gorenje, Velenje, Slovenija) 
- inkubator (Heraeus Holding GbmH, Hanau, Nemčija) 
- invertni svetlobni mikroskop Olympus CK40 (Olympus Optical Co. GmbH, 
Hamburg, Nemčija) 
- komora z laminarnim pretokom zraka (Waldner Electronics FAZ 3, Wangen, 
Nemčija) 
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- krovna stekla (Assistent, Sondheim, Nemčija) 
- mikrotitrske ploščice: 24 vdolbinic (TPP, Trasadingen, Švica), 96 vdolbinic (črne; 
Greiner Bio-One, Neuburg, Nemčija) 
- nastavki za pipete (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
- plastični vsebniki (Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija) 
- posode za gojenje celičnih kultur (TPP, Trasadingen, Švica) 
- pretočni citometer BD FACScalibur™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, ZDA) 
- programska oprema Gen5TM (Bio Tek Instruments, Inc., VT, ZDA) 
- vibracijski mešalnik Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, Latvija) 
- zamrzovalnik: navaden (Gorenje, Velenje, Slovenija), -80°C (Forma Scientific, 
ON, Kanada) 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Encimska kinetika 
Spojine smo natehtali v epruvetke in jim dodali preračunan volumen topila DMSO, tako da 
smo dobili ustrezne koncentracije (10 mM). Pripravo encimov in substratov ter vsa 
nadaljnja redčenja spojin smo opravili z IP pufrom (razen v primeru meritev na β2 
podenotah, kjer smo uporabili pufer brez SDS-a).  
3.2.1.1 Določanje rezidualne aktivnosti in IC50 vrednosti 
Najpogosteje uporabljana metoda za ugotavljanje proteasomske aktivnosti je uporaba 
fluorescenčno označenih substratov, specifičnih za tri glavne podenote proteasoma 
oziroma imunoproteasoma. Uporablja se jih za spremljanje njegove aktivnosti na izoliranih 
encimih in celičnih lizatih (37).  
Pri delu smo uporabljali fluorogene peptidne substrate, ki so sestavljeni iz treh do štirih 
aminokislinskih ostankov, pritrjenih na fluorogeno skupino. Ta skupina je najpogosteje 7-
amino-4-metilkumarin (AMC) (38). Aktivna mesta cP (iP) cepijo amidno vez med 
aminokislinskim ostankom in fluorogeno skupino, kar privede do sprostitve visoko 
fluorescenčnega produkta. Ker se vsa tri aktivna mesta cP oziroma iP razlikujejo po svoji 
specifičnosti cepljenja peptidnih vezi v proteinih, so tudi fluorogeni peptidi oblikovani 
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tako, da jih aktivna mesta specifično prepoznavajo (37,38). Na izoliranih encimih smo za 
merjenje aktivnosti posameznih podenot uporabili sledeče substrate:  
 
Tabela V: Substrati, ki smo jih uporabili za merjenje aktivnosti posameznih podenot cP ali iP. 
PODENOTE cP oziroma iP SUBSTRAT 
aktivnost β5c in β5i (kimotripsinu podobna 
aktivnost) 
Suc-LLVY-AMC 
aktivnost β2c in β2i (tripsinu podobna aktivnost) Boc-LRR-AMC 
aktivnost β1c (kaspazi podobna aktivnost) Z-LLE-AMC 
aktivnost β1i (kimotripsinu podobna aktivnost) Ac-PAL-AMC 
 
 Rezidualna aktivnost 3.2.1.1.1
 
S preliminarnimi testi smo določili rezidualno aktivnost spojin na β1i, β1c, β2i, β2c in β5c 
podenotah humanega iP oziroma cP. Uporabili smo 10 µM končne koncentracije spojin. V 
črno ploščico s 96 luknjicami smo najprej dali 25 µL 0,2 nM iP oziroma 0,8 nM cP, nato 
pa dodali še 25 µL posameznih spojin. Eno luknjico smo pustili prazno in v njo dodali 
samo encim in DMSO, kar je služilo za kontrolno vrednost. V primeru določitve zaviranja 
aktivnosti β2i podenote smo spremenili testni pufer (za redčenje spojin, pripravo encima in 
substrata), pri čemer je SDS (natrijev dodecilsulfat) zamenjal proteasomski aktivator 
PA28α, s koncentracijo 30 nM.  
Ploščico smo nato inkubirali 30 minut pri temperaturi 37 ºC z rahlim stresanjem. Po 30. 
minutni inkubaciji smo reakcijo sprožili z dodatkom 25 µM ustreznega fluorogenega 
substrata: Suc-LLVY-AMC za β5i in β5c, Boc-LRR-AMC za β2i in β2c, Z-LLE-AMC za 
β1c podenoto in Ac-PAL-AMC za β1i podenoto. Takoj po dodatku smo začeli z 
merjenjem fluorescence (F) na čitalcu mikrotitrskih ploščic BioTek. Fluorescenco smo 
merili v odvisnosti od časa, 90 minut, pri temperaturi 37 ºC in valovni dolžini emisije 460 
nm (valovna dolžina ekscitacije 380 nm). Meritve smo izvedli z vsaj dvema ponovitvama. 
Za izračun rezidualne aktivnosti β5i podenote so bila uporabljena začetna linearna 
območja. Večja kot je aktivnost encima, višja je fluorescenca. Iz dobljenih meritev smo 
določili začetno hitrost encimske reakcije (k), ki je enaka naklonu premice v časovnem 
intervalu med 30. in 90. minuto. Naklon premice smo izračunali tako, da smo vrednosti 
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razlik signala fluorescence (F) delili z razliko časovnih točk (t) v minutah. Iz dobljenih 
rezultatov smo izračunali rezidualno aktivnost (RA).  
 
 
 
k= ΔF/Δt                                                                                                                (Enačba 1) 
𝑅𝐴 (%)  =  (𝑘𝑡 / 𝑘𝑛𝑡) 𝑥 100                                                                                (Enačba 2) 
 
kt = naklon premice tretiranega encima 
knt = naklon premice netretiranega encima 
 
 Določitev vrednosti IC50 na β5i podenoti 3.2.1.1.2
 
Eksperimentalni del smo izvedli na enak način kot pri določitvi rezidualne aktivnosti, le da 
smo tokrat uporabili različne koncentracije spojin. Raztopili smo jih v DMSO in jih dodali 
na črno ploščico s 96 luknjicami, pri čemer smo uporabili vsaj osem različnih koncentracij 
v razponu od 0,01 µM do 10 µM.  
Končne testne zmesi so vsebovale 0,2 nM humanega iP ali 0,8 nM humanega cP. IC50 
vrednosti smo določili samo na β5i podenoti, zato smo uporabili substrat Suc-LLVY-
AMC, ki je selektiven za β5 podenoto. Fluorescenco smo merili pri valovni dolžini emisije 
460 nm, 120 minut pri 37 ºC. Za izračun hitrosti reakcij so bila uporabljena začetna 
linearna območja, vrednosti IC50 pa so bile izračunane v programu GraphPad Prism iz vsaj 
treh neodvisnih meritev. 
 
3.2.2 Celične meritve 
3.2.2.1 Gojenje celične kulture THP-1 in HeLa 
HeLa celice (pridobljene iz ATCC, LGC Standards, VB) so celice adenokarcinoma 
materničnega vratu in spadajo v adhezijski tip celic. Za njih je značilno, da vsebujejo β5 
podenoto cCP, medtem ko so vrednosti β5i podenote iCP zanemarljivo majhne. THP-1 
celice (pridobljene iz ATCC) so monocitna celična linija, ki izvira iz akutne monocitne 
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levkemije pacienta in spadajo v suspenzijski tip celic. Za razliko od HeLa celic je za njih 
značilno, da vsebujejo predvsem β5i podenoto. 
Vso delo na celicah smo opravljali v celičnem laboratoriju v komori z laminarnim 
pretokom zraka (LAF komora), da smo zagotovili aseptične pogoje dela. Celice so bile 
shranjene v kriovialah v tekočem dušiku. Pred začetkom dela smo celice hitro odmrznili, 
tako da smo jih potopili v vodno kopel (37 ºC). Odmrznjene celice smo prenesli v 
centrifugirke s svežim medijem in jih centrifugirali pri 1200 rpm 5 minut. Supernatant smo 
zavrgli, zbitim celicam na dnu centrifugirke pa dodali svež medij, jih dobro resuspendirali 
in prenesli v vsebnik. Tega smo postavili v inkubator nasičen z vlago, pri temperaturi 37 ºC 
in 5% vsebnostjo CO2. Celicam smo ves čas gojenja spremljali njihovo koncentracijo in jih 
po potrebi redčili s svežim medijem. 
3.2.2.2 Štetje celic 
Suspenzijske THP-1 celice smo pred štetjem dobro premešali v vsebniku, v katerem smo 
jih gojili. V primeru adhezijskih HeLa celic, smo le tem najprej odstranili medij in sprali s 
fosfatnim pufrom. Iz površine smo jih nato odstranili z dodatkom 1 mL 0,05% raztopine 
tripsina. Po 5 minutah delovanja, smo dodali DMEM medij za deaktivacijo tripsina in 
vzorec dobro premešali. Iz celičnih suspenzij smo odvzeli 10 µL in prenesli v epico ter 
dodali enako količino tripanskega modrila, ki selektivno ločuje med živimi in mrtvimi 
celicami. Mrtve celice imajo poškodovano membrano, zato barvilo lahko vstopa v citosol 
in jih obarva, medtem ko žive celice ostanejo neobarvane. Vzorec smo nanesli na 
hemocitometer in pod mikroskopom prešteli žive celice. Celice smo prešteli v vseh 4 
kvadrantih in za izračun koncentracije uporabili Enačbo 3. 
 
Š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 / 𝑚𝐿 = ((𝐴 +  𝐵 +  𝐶 +  𝐷))/ 4 𝑥 𝑓 𝑥 104                                       (Enačba 3)  
3.2.2.3 Zaviranje β5 aktivnosti na celičnih lizatih 
THP-1 ali HeLa celice so bile lizirane z hladno 5mM EDTA (pH 8,0). Suspenzijo smo 
zamrznili pri -80 ºC za 15 minut, nato odmrznili na ledu in ta postopek trikrat ponovili. Za 
tem je sledila 10 minutna centrifugacija pri 10000 obratih/min. Po centrifugiranju so zbrali 
supernatante in v njih določili koncentracije proteinov z uporabo kompleta DCTM po 
navodilih proizvajalca. 
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Zaviralno delovanje smo preverjali za spojini 55 in 172. Pripravili smo jih v 
koncentracijskem območju med 0,01 in 10 µM, ustrezne redčitve smo izvedli s pufrom 
brez SDS-a. 
Na črno ploščico z 96 luknjicami smo v posamezno luknjico dali 10 µg proteinov HeLa ali 
THP-1 celic pripravljenih v reakcijskem pufru brez SDS (pH 7,4) z dodanim 
proteasomskim aktivatorjem PA28α. V luknjice smo dodali še 25 µL spojin in inkubirali 
30 minut pri 37 ºC in rahlem stresanju. Ker smo na celičnih lizatih preverjali samo β5 
podenoto, smo reakcijo sprožili z dodatkom 25 µL naslednjih substratov: 
 
Tabela VI: Uporabljeni substrati za merjenje aktivnosti β5 podenote na celičnih lizatih. 
aktivnost β5i  Ac-ANW-AMC 
celotna aktivnost β5 podenote (β5c in β5i) Suc-LLVY-AMC 
 
Fluorescenco smo merili na čitalcu mikrotitrskih ploščic BioTek 90 minut pri temperaturi 
37 ºC. Vrednosti IC50 smo izračunali v programu GraphPad Prism. 
 
3.2.2.4 Zaviranje β5 aktivnosti v intaktnih celicah 
Pri tem testiranju smo preverjali delovanje dveh spojin, ki sta v prejšnjih testiranjih 
pokazali najboljše rezultate. Izbrali smo spojini 55 in 172. THP-1 in HeLa celice smo 
nanesli na 96-ploščico v koncentraciji 2×105 celic/mL. Ker so HeLa celice adhezijske, smo 
jih na ploščico nanesli en dan pred izvedbo, da so se lahko pritrdile. Po dodatku 25 µL 
zaviralcev smo ploščico inkubirali pri 37 ºC za 2 uri. Aktivnost imunoproteasoma smo 
merili in situ s spremljanjem hidrolize β5 substrata Suc-LLVY-aminoluciferin ob 
prisotnosti luciferaze. Pri tem smo po navodilu uporabljali Proteasome-Glo
TM
 testne 
reagente (Promega, WI, ZDA).  
Analize na osnovi celic Proteasome-Glo ™ so homogeni, luminescentni testi, ki posamično 
merijo kimotripsinu-, tripsinu- in kaspazi-podobno proteazno aktivnost proteasomskega 
kompleksa v kulturi celic (39). Sam način dela in postopek meritve je enak meritvi 
fluorescence. Razlike so samo v uporabljenih reagentih oziroma substratih, ki vsebujejo 
specifični luminogeni proteasomski substrat z aminoluciferinom (40). Ko jih dodamo v 
reakcijsko zmes, aktivni proteasom cepi substrat, tako da nastane prosti aminoluciferin 
(luciferazna reakcija), ki da luminiscenčni signal (Slika 10).  
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Luminiscenco smo izmerili s čitalcem mikrotitrskih ploščic BioTek. Nižji kot je dobljeni 
signal, boljša je spojina, saj je nižja aktivnost iP v celicah.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3 Vpliv na produkcijo citokinov PBMC celic 
BD™ Cytometric Bead Array (BD CBA) je sistem reagentov, ki merijo količino različnih 
proteinov, vključno s citokini, kemokini in rastnimi faktorji. Reagente sestavljajo 
fluorescenčno označena protitelesa proti proteinu, ki ga želimo izmeriti, pri čemer 
uporabljamo pretočni citometer (41,42). Pri našem delu smo uporabili BD™ CBA Human 
Inflammation Kit, ki vsebuje komplet reagentov za kvantitativno merjenje: IL-8, IL-1β, IL-
6, IL-10, TNF in IL-12p70 (42).  
Za preverjanje vpliva na produkcijo citokinov smo najprej iz krvi zdravih darovalcev 
izolirali mononuklearne celice perifene krvi (PBMC). 50 mL krvi smo najprej razredčili s 
PBS-jem do končnega volumna 150 mL. Posebej smo pripravili 6 centrifugirk z volumnom 
50 mL, v katere smo odpipetirali 12,5 mL gradientnega medija Ficoll-Paque PLUS in na 
Slika 10: Luciferazna reakcija. Proteasom cepi luminogeni proteasomski substrat z aminoluciferinom . 
Sprosti se aminoluciferin, substrat za luciferazo, ki ga uporabi za nastanek svetlobnega signala. Oddana 
svetloba je sorazmerna aktivnosti proteasoma v celicah. Povzeto po (39). 
36 
 
njegovo površino previdno odpipetirali 25 mL razredčene krvi, nato pa centrifugirali 20 
minut pri 750 g, brez zavore. Iz centrifugirk smo iz medfaze (Slika 11) s pipeto pobrali 
plast bogato s PBMC-ji in jo razredčili s PBS-jem na 50 mL. Centrifugirali smo 10 minut 
pri 350 g, da so se PBMC-ji posedli, supernatant, ki je ostal na površini pa smo previdno 
odlili. Sedimente PBMC-jev smo resuspendirali v svežem PBS-u. Tako celično suspenzijo 
smo trikrat spirali: centrifugirali smo jo 8 minut pri 300 g, supernatant odlili in celice 
resuspendirali v 50 mL PBS-a. Po končanem spiranju smo celice gojili v mediju RPMI. 
 
Slika 11: Razporeditev fikola in krvnih komponent pred in po centrifugiranju. Povzeto po (43). 
 
Na ploščico z 48 vdolbinicami smo v posamezno luknjico odpipetirali 1x106 celic/mL. 
Celičnim suspenzijam smo nato dodali izbrane spojine: preučevani spojini (55 in 172), 
bortezomib, PR-597 ali DPLG. Pri tem smo preučevana zaviralca dodali v 10 µM 
koncentraciji, preostale pa v 50 nM koncentraciji.  
Po dveh urah inkubacije smo celice aktivirali z dodatkom 1 μg/ml lipopolisaharida (LPS), 
ki spodbudi nastajanje citokinov. Sledila je 24-urna inkubacija, nato pa smo posameznim 
celičnim vzorcem odvzeli supernatant. Slednjega smo po navodilu proizvajalca za merjenje 
citokinov ustrezno pripravili in analizirali na pretočnem citometru Attune NxT.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Imunoproteasom je encim s tremi katalitično aktivnimi podenotami, katerega povišano 
izražanje in prekomerno aktivnost povezujejo s številnimi avtoimunskimi in vnetnimi 
obolenji ter različnimi oblikami raka. Raziskave kažejo, da za njihovo zdravljenje, 
selektivno zaviranje imunoproteasoma predstavlja obetaven terapevtski pristop, še posebej 
pri spojinah nepeptidnega tipa za katere velja boljša biološka uporabnost in metabolna 
stabilnost.  
Oksatiazolone so najprej odkrili kot zaviralce mikobakterijskega proteasoma, ki izkazuje 
številne podobnosti s humanim imunoproteasomom. Oba prednostno vežeta majhne 
hidrofobne aminokisline v S3 žepek in imata večji S1 žepek, vendar so šele z nedavno 
študijo razkrili, da oksatiazoloni vseeno izkazujejo večjo selektivnost za β5i podenoto, kot 
za β5c podenoto (44,45). 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani) so na 
podlagi teh dognanj načrtovali in sintetizirali 10 spojin z nepeptidno osnovo, 
oksatiazolonskim elektrofilnim delom in različnimi strukturnimi spremembami na R1 
mestu (Slika 12). V sklopu te naloge smo vse spojine vrednotili kot potencialne selektivne 
zaviralce imunoproteasoma. 
 
 
 
 
Slika 12: Osnovni psoralenski skelet z oksatiozolonsko elektrofilno glavo in uvedba različnih strukturnih sprememb. 
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4.1 Zaviralci z elektrofilnim oksatiazolonom zavirajo β5i podenoto 
imunoproteasoma 
Zaviralno delovanje oksatiazolonskih derivatov smo določili z encimskimi kinetičnimi testi 
in analizirane podatke podali kot IC50 vrednosti (Tabela VII).  
 
Tabela VII: Strukture novih spojin z dobljenimi IC50 vrednostmi na β5i podenoti iP in njihove zaviralne krivulje na β5i 
podenoti iP, kjer podane so povprečne vrednosti pri posamezni koncentraciji ter SD. Eksperimenti so bili izvedeni 3-krat. 
Ime 
spojine 
Struktura 
IC50 za 
β5i (nM) 
Zaviralne krivulje na β5i  
 
 
 
52 
 
200 
 
 
 
54 
 
227 
 
 
 
55 
 
106 
 
39 
 
 
 
 
56 
 
351 
 
 
 
 
 
57 
 
226 
 
 
 
 
171 
 
365 
 
 
 
 
172 
 
 
 
174 
 
40 
 
 
 
176 
 
141 
 
 
 
178 
 
433 
 
 
 
179 
 
264 
 
 
 
Če pogledamo strukture testiranih spojin opazimo, da uvedeni fragmenti na furanskem delu 
psoralena vsebujejo alifatske ali substituirane aromatske obroče. Primerjava njihovih IC50 
vrednosti pokaže, da ima spojina 178, ki vsebuje ciklobutan, najvišjo IC50 vrednost. Iz tega 
lahko sklepamo, da je ciklobutanski obroč premajhen in se ne prilega ustrezno v vezavni 
žep. Spojina 179 je z dodatkom enega C-atoma malo bolj učinkovita kot spojina 178, če pa 
dodamo še en C-atom, kot je pri spojini 55 pa vidimo, da dobimo precejšnje izboljšanje 
aktivnosti. Glede na vrednosti IC50 se je kot najboljša izkazala spojina 55. Spojine 52, 54, 
56, 57, 171 in 172 imajo na psoralenski skelet vezan fenil, na katerega so dodane stranske 
skupine. Spojini 52 in 56 imata na para mestu vezan halogeni element. Spojina 52 ima na 
para mestu vezan fluor in nižjo IC50 vrednost, kar je lahko posledica njegove velikosti 
(fluor je manjši kot brom, ki ga vsebuje spojina 56) ali možnosti tvorbe vodikove vezi 
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(fluor lahko deluje kot akceptor vodikove vezi in tako tvori dodatne interakcije z vezavnim 
mestom). V primerjavi s spojino 172, ki ima na para mestu etilni fragment, lahko 
sklepamo, da halogeni elementi na para mestu s stališča vezave v stranski žepek niso 
primerni. Podobno bi lahko sklepali tudi za spojini 57 in 171, ki imata dodatne skupine na 
meta mestu. Spojina 54 je strukturno zelo podobna spojini 57, le da ima metoksi skupino 
na orto položaju. Vrednosti IC50 sta primerljivi, zato smo sklepali, da ni pomembno ali je 
fragment vezan na orto ali meta mesto, ker ne pride do spremembe aktivnosti. Tudi spojina 
171, pri kateri je metilna skupina na meta položaju, ima višjo IC50. Iz tega lahko sklepamo, 
da etrni substituenti oziroma substituenti na orto ali meta mestu na splošno, niso ugodni, še 
posebej ob primerjavi s spojino 42 (Slika 13). 
Glede na IC50 vrednosti so najboljše rezultate pokazale spojine 55, 172 in 176, pri katerih 
so na psoralenski skelet vezani cikloheksan, para-etil fenil oziroma tiofen.  
 
 IC50 za β5i (nM) = 13 
 
Slika 13: Spojina 42. 
 
Nove zaviralce lahko primerjamo s spojino 42, ki so jo prav tako sintetizirali na Katedri za 
farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani. Spojina ima na psoralenski skelet 
vezan le fenil in ima IC50 vrednost za približno 10-krat nižjo od najboljših zaviralcev 
(spojini 55 in 172). Sklenemo lahko, da uvedene strukturne spremembe niso privedle do 
želenega izboljšanja zaviralne sposobnosti za β5i podenoto. 
Iz teh opažanj lahko sklepamo tudi, da sta za boljšo sposobnost zaviranja iP bistveni dve 
strukturni značilnosti. Prva je velikost vezanega obroča na psoralenski skelet, saj smo 
ugotovili, da so 6-členski obroči bolj selektivni za iP, ki ima večji vezavni žep od cP. 
Druga značilnost pa so dodatni substituenti na fenilu, še posebej večji, saj zmanjšajo moč 
zaviranja, ker so najverjetneje preveliki za vezavni žep iP.  
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Selektivnost na ostale podenote iP in cP 
 
Kljub obetajočim terapevtskim učinkom so mnogi neselektivni zaviralci pogosto povezani 
z ozkimi terapevtskimi okni in neželenimi stranskimi učinki, verjetno zaradi njihovega 
zaviralnega učinka cP v zdravih celicah. Ker so dosedanje študije pokazale, da se iP 
povišano izraža pri številnih boleznih (rakavih in avtoimunskih), bi s selektivnim 
zaviranjem iP (posameznih ali vseh podenot) lahko dosegli terapevtske koristi z 
minimalnim vplivom na preživetje zdravih celic in manj neželenih učinkov (36). S tem 
namenom smo preverili selektivnost vseh desetih zaviralcev v primerjavi z ostalimi 
katalitično aktivnimi podenotami imunoproteasoma (β1i, β2i) kot tudi konstitutivnega 
proteasoma (β1c, β2c in β5c). Z uporabo specifičnih substratov (opisano v poglavju 
Metode in materiali) smo za vse podenote pri 10 µM koncentraciji določili rezidualno 
aktivnost. Rezultati so podani v Tabeli VIII. 
 
Tabela VIII: Rezidualne aktivnosti β1i in β2i podenot imunoproteasoma in β1c, β2c, β5c konstitutivnega proteasoma v 
prisotnosti 10 µM zaviralcev.  
 
 
  
Oznaka 
spojine 
RA za β1i 
(%) 
RA za β2i 
(%) 
RA za β1c 
(%) 
RA za β2c 
(%) 
RA za β5c 
(%) 
52 47±4 60±6 83±3 66±4 82±16 
54 54±1 69±6 82±3 74±3 84±9 
55 108±3 67±7 90 68±11 82±5 
56 60±1 39±12 87±4 53±2 90±8 
57 66±3 117±3 101±4 77±5 97±5 
171 96±9 21±7 87±11 27±1 84 
172 116±10 76±5 89±16 40±1 100 
176 125±8 135±5 77±9 72±13 69 
178 44±6 29±5 102±1 67±7 77±9 
179 21±9 37±10 83±9 57±1 72±7 
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Primerjava IC50 vrednosti za β5i in RA pri 10 µM koncentraciji spojin na druge katalitično 
aktivne podenote proteasoma pokaže, da spojine izkazujejo selektivnost za β5i podenoto.  
Spojine 55, 57, 172 in 176 so pokazale precej dobro selektivnost za β5i podenoto, saj so 
ohranile RA višjo od 65% na ostalih podenotah iP, vendar aktivnosti niso popolnoma 
zavrle.  
 
Z neselektivnim delovanjem na podenote konstitutivnega proteasoma so povezani mnogi 
neželeni učinki. Ravno zaradi tega smo pri rezultatih več pozornosti posvetili primerjavi s 
podenotami cP, na katerih smo si želeli čim manjše zaviralno delovanje. 
V prejšnjem poglavju smo z izračuni IC50 vrednosti ugotovili, da so najboljše rezultate 
pokazale spojine 55, 172 in 176. Če te spojine primerjamo z rezultati, ki so jih dosegle na 
β5c podenoti opazimo, da z izjemo spojine 172, pri ostalih nismo zaznali tako dobre 
selektivnosti. Vrednost RA na konstitutivni podenoti bi si namreč želeli čim višjo, saj na ta 
način dosežemo selektivno delovanje. Spojina 172 je dosegla zelo dobro selektivnost s 
100% RA na β5c podenoti, kar pomeni da pri dani koncentraciji ne zavira delovanja cP, 
medtem ko je spojina 176, izmed vseh spojin, pokazala najslabšo selektivnost. Večina 
spojin ima glede na RA primerljivo delovanje na β5c podenoto, saj se je aktivnost te 
podenote v prisotnosti zaviralcev zmanjšala za manj kot 20%, razen pri spojinah 176, 178 
in 179, kjer se je RA zmanjšala za več kot 20%.  
Glede na študije kristalnih struktur cP in iP glodalcev poznamo glavne strukturne razlike 
med katalitičnimi podenotami cP in njihovimi inducibilnimi pari, kjer so najpomembnejše 
in ključne razlike v vezavnih žepkih. Medtem ko sta strukturi β2c in β2i podenote dokaj 
podobni, sta β1c in β5c pokazali večje strukturne razlike v primerjavi z β1i in β5i (47). 
Preiskovane spojine tem ugotovitvam sledijo, saj so RA na obeh β2c podenotah 
primerljive, a vseeno nekoliko višje v primeru cP. Večje spremembe smo pričakovali v 
primeru β1 podenot, saj ima β1i podenota spremenjen značaj svojih vezavnih žepkov S1 in 
S3 v primerjavi z β1c podenoto.  
Najboljše rezultate sta imeli spojini 55 in 172, kateri sta pokazali prednostno zaviranje β5i 
podenote v primerjavi z β5c podenoto in delno aktivnost na vseh ostalih podenotah iP, kot 
tudi cP.  
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Povzeli bi lahko, da spojine delujejo kot zaviralci iP, ki preferenčno zavirajo β5i podenoto, 
vendar se nismo izognili omenjenemu delovanju tudi na preostale katalitično aktivne 
podenote iP, kot tudi cP.  
4.2 Zaviranje β5i podenote v in vitro pogojih  
Zaviralno delovanje dveh najboljših spojin smo preverili na celičnih lizatih. S tem smo 
želeli ovrednotiti ali spojine delujejo selektivno tudi v bolj kompleksnih sistemih in 
zavirajo iP tudi v prisotnosti ostalih komponent citosola. Naša želja je namreč, da spojine 
uporabimo tudi v in vivo pogojih in s tem preverimo njihove terapevtske ustreznosti. 
Ob primerjavi IC50 vrednosti in zaviralnih krivulj (Tabela VII), smo kot najboljši spojini 
izbrali 55 in 172. Pokazali sta ustrezno visoko moč zaviranja β5i podenote in ustrezno 
selektivnost.  
Uporabili smo lizate THP-1 in HeLa celične linije. THP-1 so celice akutne monocitne 
levkemije in so imunskega izvora, zato imajo v velikem obsegu izražen iP, medtem ko je 
cP zelo malo izražen. HeLa celice pa so pridobljene iz raka ovarijev, kjer je v normalnih 
pogojih izražen samo cP, iP pa se praktično ne izraža. Na izoliranem iP lahko z gotovostjo 
trdimo, da izbrane spojine zavirajo iP, medtem ko so v citosolu prisotni številni ostali 
encimi in proteini, na katere bi spojine prav tako lahko delovale. Ker smo s tem testom 
preverjali selektivnost za β5i podenoto iP, smo pričakovali vrednost IC50 približno enako 
tistim, ki smo jih dobili na izoliranem encimu. Po pregledu rezultatov (Slika 14) smo 
ugotovili, da se moč zaviranja na THP-1 celični liniji zmanjša za približno 10-krat v 
primerjavi z izoliranim iP (Tabela VII) in sicer iz 0,106 µM v 1,01 µM pri spojini 55 in iz 
0,174 µM v 1,53 µM pri spojini 172. Podobne rezultate so v prejšnji študiji dobili tudi pri 
spojini 42, kjer je prišlo do približno 10-krat manjše moči zaviranja na celičnih lizatih, 
medtem ko je zaviralec PR-957 kljub temu, da je bolj aktiven, pokazal približno 3-krat 
manjšo moč zaviranja na THP-1 celičnih lizatih v primerjavi z izoliranim iP (IC50 = 0.015 
± 0.002 µM) (35).  
S tem smo ugotovili, da spojini 55 in 172 glede na rezultate očitno ne zavirata le iP 
oziroma se vežeta še na kakšne druge celične strukture. Ne nazadnje imamo v telesu 
ogromno proteoliznih encimov, med katere spadata tudi kimotripsin in tripsin, ki imata 
podobno katalizno aktivnost kot iP in bi zaviralci lahko delovali tudi nanje, zato bi bilo 
45 
 
smiselno preveriti tudi kakšno afiniteto vezave imajo izbrani zaviralci do encimov, ki 
imajo podobne katalitične aktivnosti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obe spojini, 55 in 172, sta pokazali boljšo zaviralno aktivnost THP-1 celičnih lizatov, kot 
pa HeLa celičnih lizatov (Slika 14). Z naraščajočimi koncentracijami spojin je aktivnost iP 
na THP-1 celičnih lizatih padala, medtem ko spremembe koncentracij spojin na HeLa 
celičnih lizatih niso povzročile takšnih sprememb (višjih koncentracij od 25 µM v testu 
nismo mogli uporabili zaradi težav s topnostjo spojin). To je opazno še posebej pri spojini 
55. Takšen rezultat je v skladu s pričakovanji, saj sta obe spojini tudi na encimskem testu 
selektivno zavirali β5i (ki je prisotna tudi v THP-1 lizatih) in bistveno manj β5c (ki je v 
HeLa lizatih). Če povzamemo, kljub temu, da sta obe spojini pokazali delovanje tudi na 
ostale komponente citosola, pa sta vseeno pokazali večjo afiniteto do iP, kot do cP. 
Spojina IC50 (µM) na THP-1 celični liniji 
55 1.01 ± 0.07 
172 1.53 ± 0.37 
42 0.22 ± 0.03 
PR-957 0.007 ± 0.001 
Slika 14: Zaviranje β5 aktivnosti v THP-1 (prevladuje iP) in HeLa (prevladuje cP) celičnih lizatih. 
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V nadaljevanju smo želeli preveriti kako dobro spojini 55 in 172 prehajata v notranjost 
celic. V tem primeru smo celice tretirali s spojinami za 2 uri in jim nato dodali substrat 
Suc-LLVY-aminoluciferin ter tako določili aktivnost β5 podenot. Rezultate smo podali kot 
RA vrednosti (Slika 15), saj IC50 nismo mogli določiti. Najvišja koncentracija, ki smo jo 
lahko uporabili je namreč bila 25 µM, saj smo pri višjih koncentracijah naleteli na že prej 
omenjene težave s topnostjo spojin. 
Ugotovili smo, da pri uporabi 25 µM koncentracije spojin na THP-1 celicah, zaznamo 
padec RA in sicer pri spojini 55 na 65% in spojini 172 na 74%. RA so na HeLa celicah pri 
obeh spojinah ostale 100%. Na podlagi primerjave IC50 iz celičnih lizatov in RA iz 
intaktnih celic, lahko sklepamo, da spojini zelo slabo prehajata celično membrano in bi 
bilo potrebno uvest ustrezne strukturne spremembe, ki bi to prehodnost izboljšale. To so 
sicer posredni dokazi o slabi permeabilnosti spojin, zato bi bilo potrebno v nadaljevanju to 
potrditi s primerjavo koncentracij spojin v zunajceličnem mediju in v notranjosti celic (npr. 
z masno spektroskopijo). Razlog za takšno razliko bi namreč lahko bila tudi potencialna 
nestabilnost spojin v celičnem mediju. 
 
 
Slika 15: RA β5 podenote cP oziroma iP na dveh celičnih linijah po dodatku zaviralnih spojin. 
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4.3 Vpliv zaviralcev na produkcijo citokinov 
Ne glede na slabo permeabilnost spojin 55 in 172, smo v zadnjem segmentu dela želeli 
preveriti ali imajo te spojine imunomodulatorne sposobnosti. V ta namen smo preverili 
vpliv spojin na morebitno izločanje vnetnih citokinov (IL-8, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α in 
IL-12p70) iz celic PBMC. Študije so namreč pokazale, da selektivno zaviranje iP vodi v 
omejeno nastajanje vnetnih citokinov. Pri testu smo uporabili spojine 55, 172, bortezomib, 
PR-957 in DPLG, saj smo morebitne učinke naših spojin želeli primerjati z že znanimi 
zaviralci. Bortezomib prednostno zavira β5c podenoto, PR-957 pa β5i podenoto, vendar 
noben od njiju ne deluje selektivno le na omenjeni podenoti. Za razliko od njiju je spojina 
DPLG zelo selektivna za β5i podenoto iP. Spojine bortezomib, PR-957 in DPLG prav tako 
zelo dobro prehajajo v celice, zato smo jih uporabili v 50 nM koncentraciji, medtem ko 
smo naši spojini uporabili v 10 µM koncentraciji, saj smo predhodno dokazali slabo 
zaviranje v intaktnih celicah. Teste smo izvajali na primarnih celicah PBMC, ki smo jih 
najprej 2 uri tretirali z izbranimi zaviralci. Nato smo jim za aktivacijo izločanja vnetnih 
citokinov dodali 10 ng/mL LPS in po 24 urah določili njihovo živost in nivo izbranih 
citokinov. Pod danimi pogoji spojine niso imele vpliva na živost (podatki niso prikazani), 
zato smo lahko vse nastale spremembe pripisali imunomodulatornim učinkom spojin.  
 
Zaradi visoke variabilnosti koncentracij posameznih citokinov med biološkima 
ponovitvama, smo rezultate podali normalizirane glede na LPS. Bortezomib je v največjem 
obsegu zaviral izločanje citokinov TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10 in IL-12. Vse ostale spojine so 
vodile le v zmanjšano izločanje IL-6 in IL-10 (Slika 16), z izjemo PR-957, ki je poleg 
omenjenih citokinov, deloval še na IL-8. Naši spojini sta primerljivi z DPLG, medtem ko 
PR-957 in bortezomib izkazujeta večjo učinkovitost. Glede na kontrolo je spojina 55 
znižala nivo IL-6 za približno 10% in IL-10 za 30%, spojina 172 pa IL-6 za 15% in IL-10 
za 20%. Zanimivo je, da je DPLG pokazal bolj primerljive rezultate z našima spojinama, 
kot pa z PR-957 in bortezomibom. Iz tega bi lahko sklepali, da na samo učinkovitost 
delovanja na produkcijo citokinov precej vpliva selektivnost vezave. DPLG namreč 
selektivno zavira in deluje le na β5i podenoto, medtem ko bortezomib in PR-957 zavirata 
tako iP kot cP. Ugotovitev, da zaviranje ene podenote ni zadostno z namenom doseganja 
imunomodulatornih učinkov, lahko potrdimo tudi z nedavno izvedeno študijo, ki so jo 
izvedli na zaviralcu PR-957. Pokazali so, da zaviranje ene aktivne podenote ne prinese 
učinka na izločanje citokinov oziroma je le-ta zelo nizek. Zaviranje β5i podenote je sicer 
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nujno, vendar ni zadostno za popolno zaviranje izločanja citokinov v in vitro ter in vivo 
pogojih (48). 
 
 
Slika 16: Rezultati vpliva zaviralcev na produkcijo citokinov. Podane vrednosti so normalizirane glede na LPS. Celice 
PBMC smo izpostavili spojinam za 2 uri in jim nato dodali 10 µg/mL LPS. Po 24 h smo določili nivo citokinov v mediju. 
Stolpci predstavljajo povprečno vrednost dveh bioloških ponovitev in S.D., *=p<0,05. 
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5 SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo ovrednotili deset zaviralcev imunoproteasoma z 
elektrofilnim oksatiazolonom, ki so bili sintetizirani v sodelovanju s Katedro za 
farmacevtsko kemijo (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani). Pri tem smo prišli do 
sledečih ugotovitev: 
- Vseh deset spojin zavira β5i podenoto v nizko mikromolarnem območju (od 0,10 
do 0,43 µM). Pri tem so najnižje zaviralne vrednosti izkazovale spojine 55, 172 in 
176. Primerjava strukture in IC50 vrednosti je privedla do zaključka, da so za boljše 
zaviranje imunoproteasoma primernejši večji obroči na R1 mestu psoralenskega 
skeleta. 
- Spojine 55, 57 in 176 izkazujejo dobro selektivnost za β5i podenoto, saj se je pri 
uporabljeni 10 µM koncentraciji ohranila rezidualna aktivnost na vseh ostale 
katalitično aktivne podenote nad 65%. 
- Spojini 55 in 172, ki smo ju dodatno vrednotili v celičnih lizatih in intaktnih 
celicah, se najverjetneje vežeta še na določene druge celične komponente, saj je 
prišlo do več kot 10-kratnega povišanja IC50 vrednosti v celičnih lizatih. Prav tako 
pa slabo prehajata intaktno celično membrano.  
- Spojini 55 in 172 imata imunomodulatorne lastnosti, saj sta v perifernih 
mononuklearnih celicah aktiviranih z lipopolisaharidom povzročili znižanje 
količine IL-6 in IL-10. 
 
Z rezultati, ki smo jih dobili, smo potrdili domnevo, da oksatiazoloni kot elektrofili 
selektivno zavirajo β5i aktivnost imunoproteasoma, medtem ko je delovanje tako na 
preostali podenoti imunoproteasoma kakor tudi na konstitutivni proteasom prisotno v 
bistveno manjšem obsegu.  
Spojine predstavljajo dobro osnovo za nadaljnjo optimizacijo do še bolj selektivnih spojin 
in z boljšim prehajanjem v celice, saj se z večanjem števila selektivnih zaviralcev, še 
posebej takih, ki nimajo peptidne strukture, odpirajo nove možnosti zdravljenja 
avtoimunskih in vnetnih obolenj. 
  
50 
 
6 LITERATURA 
  
1.  Lecker SH, Goldberg AL, Mitch WE. Protein Degradation by the Ubiquitin–
Proteasome Pathway in Normal and Disease States. J Am Soc Nephrol. 7. januar 
2006.;17(7):1807–19.  
2.  NANDI D, TAHILIANI P, KUMAR A, CHANDU D. The ubiquitin-proteasome 
system. J Biosci. 2006.;19.  
3.  Myung J, Kim KB, Crews CM. The Ubiquitin-Proteasome Pathway and Proteasome 
Inhibitors. Med Res Rev. julij 2001.;21(4):245–73.  
4.  Adams J. The proteasome: structure, function, and role in the cell. Cancer Treat Rev. 
maj 2003.;29:3–9.  
5.  Xie Y. Structure, Assembly and Homeostatic Regulation of the 26S Proteasome. J 
Mol Cell Biol. 1. december 2010.;2(6):308–17.  
6.  Glickman MH, Ciechanover A. The ubiquitin-proteasome proteolytic pathway: 
destruction for the sake of construction. Physiol Rev. april 2002.;82(2):373–428.  
7.  Tanaka K. The proteasome: Overview of structure and functions. Proc Jpn Acad Ser 
B. 2009.;85(1):12–36.  
8.  Murata S, Yashiroda H, Tanaka K. Molecular mechanisms of proteasome assembly. 
Nat Rev Mol Cell Biol. februar 2009.;10(2):104–15.  
9.  Ferrington DA, Gregerson DS. Immunoproteasomes: Structure, Function, and 
Antigen Presentation. Prog Mol Biol Transl Sci. 2012.;109:75–112.  
10.  Kimura H, Caturegli P, Takahashi M, Suzuki K. New Insights into the Function of the 
Immunoproteasome in Immune and Nonimmune Cells. J Immunol Res. 
2015.;2015:1–8.  
11.  Kaur G, Batra S. Emerging role of immunoproteasomes in pathophysiology. Immunol 
Cell Biol. oktober 2016.;94(9):812–20.  
12.  Eskandari SK, Seelen MAJ, Lin G, Azzi JR. The immunoproteasome: An old player 
with a novel and emerging role in alloimmunity. Am J Transplant. december 
2017.;17(12):3033–9.  
13.  Cascio P. PA28αβ: The Enigmatic Magic Ring of the Proteasome? Biomolecules. 19. 
junij 2014.;4(2):566–84.  
14.  Angeles A. Immune and non-immune functions of the immunoproteasome. Front 
Biosci. 2012.;17(1):1904.  
15.  Basler M, Kirk CJ, Groettrup M. The immunoproteasome in antigen processing and 
other immunological functions. Curr Opin Immunol. februar 2013.;25(1):74–80.  
51 
 
16.  Strehl B, Seifert U, Kruger E, Heink S, Kuckelkorn U, Kloetzel P-M. Interferon-
gamma, the functional plasticity of the ubiquitin-proteasome system, and MHC class 
I antigen processing. Immunol Rev. oktober 2005.;207(1):19–30.  
17.  Kuhn DJ, Orlowski RZ. The Immunoproteasome as a Target in Hematologic 
Malignancies. Semin Hematol. julij 2012.;49(3):258–62.  
18.  Johnston-Carey HK, Pomatto LCD, Davies KJA. The Immunoproteasome in 
oxidative stress, aging, and disease. Crit Rev Biochem Mol Biol. 3. julij 
2016.;51(4):268–81.  
19.  Chen Y, Zhang Y, Guo X. Proteasome dysregulation in human cancer: implications 
for clinical therapies. Cancer Metastasis Rev. december 2017.;36(4):703–16.  
20.  Lee W, Kim KB. The Immunoproteasome: An Emerging Therapeutic Target. :8.  
21.  Gandolfi S, Laubach JP, Hideshima T, Chauhan D, Anderson KC, Richardson PG. 
The proteasome and proteasome inhibitors in multiple myeloma. Cancer Metastasis 
Rev. december 2017.;36(4):561–84.  
22.  Chen D, Frezza M, Schmitt S, Kanwar J, Dou QP. Bortezomib as the First 
Proteasome Inhibitor Anticancer Drug: Current Status and Future Perspectives. Curr 
Cancer Drug Targets. marec 2011.;11(3):239–53.  
23.  Huber EM, Groll M. Inhibitors for the Immuno- and Constitutive Proteasome: 
Current and Future Trends in Drug Development. Angew Chem Int Ed. 27. avgust 
2012.;51(35):8708–20.  
24.  Cromm PM, Crews CM. The Proteasome in Modern Drug Discovery: Second Life of 
a Highly Valuable Drug Target. ACS Cent Sci. 23. avgust 2017.;3(8):830–8.  
25.  Cvek B. Proteasome Inhibitors. V: Progress in Molecular Biology and Translational 
Science [Internet]. Elsevier; 2012 [citirano 26. julij 2018.]. str. 161–226. Dostopno 
na: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123978639000055 
26.  Ettari R, Zappalà M, Grasso S, Musolino C, Innao V, Allegra A. Immunoproteasome-
selective and non-selective inhibitors: A promising approach for the treatment of 
multiple myeloma. Pharmacol Ther. februar 2018.;182:176–92.  
27.  Manasanch EE, Orlowski RZ. Proteasome inhibitors in cancer therapy. Nat Rev Clin 
Oncol. 24. januar 2017.;14(7):417–33.  
28.  Vogl DT, Martin TG, Vij R, Hari P, Mikhael JR, Siegel D, in sod. Phase I/II study of 
the novel proteasome inhibitor delanzomib (CEP-18770) for relapsed and refractory 
multiple myeloma. Leuk Lymphoma. 3. avgust 2017.;58(8):1872–9.  
29.  McBride A, Klaus JO, Stockerl-Goldstein K. Carfilzomib: A second-generation 
proteasome inhibitor for the treatment of multiple myeloma. Am J Health Syst Pharm. 
1. marec 2015.;72(5):353–60.  
52 
 
30.  Ruschak AM, Slassi M, Kay LE, Schimmer AD. Novel Proteasome Inhibitors to 
Overcome Bortezomib Resistance. JNCI J Natl Cancer Inst. 6. julij 
2011.;103(13):1007–17.  
31.  Ziogas DC, Terpos E, Kastritis E, Dimopoulos MA. An overview of the role of 
carfilzomib in the treatment of multiple myeloma. Expert Opin Pharmacother. 22. 
november 2017.;18(17):1883–97.  
32.  Kubiczkova L, Pour L, Sedlarikova L, Hajek R, Sevcikova S. Proteasome inhibitors - 
molecular basis and current perspectives in multiple myeloma. J Cell Mol Med. junij 
2014.;18(6):947–61.  
33.  Wang Z, Fang Y, Teague J, Wong H, Morisseau C, Hammock BD, in sod. In Vitro 
Metabolism of Oprozomib, an Oral Proteasome Inhibitor: Role of Epoxide 
Hydrolases and Cytochrome P450s. Drug Metab Dispos. julij 2017.;45(7):712–20.  
34.  Teicher BA, Tomaszewski JE. Proteasome inhibitors. Biochem Pharmacol. julij 
2015.;96(1):1–9.  
35.  Sosič I, Gobec M, Brus B, Knez D, Živec M, Konc J, in sod. Nonpeptidic Selective 
Inhibitors of the Chymotrypsin-Like (β5 i) Subunit of the Immunoproteasome. 
Angew Chem Int Ed. 4. maj 2016.;55(19):5745–8.  
36.  Miller Z, Ao L, Bo Kim K, Lee W. Inhibitors of the Immunoproteasome: Current 
Status and Future Directions. Curr Pharm Des. 1. maj 2013.;19(22):4140–51.  
37.  Liggett A, Crawford LJ, Walker B, Morris TCM, Irvine AE. Methods for measuring 
proteasome activity: Current limitations and future developments. Leuk Res. 
november 2010.;34(11):1403–9.  
38.  Kisselev AF, Goldberg AL. Monitoring Activity and Inhibition of 26S Proteasomes 
with Fluorogenic Peptide Substrates. V: Methods in Enzymology [Internet]. Elsevier; 
2005 [citirano 1. avgust 2018.]. str. 364–78. Dostopno na: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0076687905980300 
39.  Moravec RA, O’Brien MA, Daily WJ, Scurria MA, Bernad L, Riss TL. Cell-based 
bioluminescent assays for all three proteasome activities in a homogeneous format. 
Anal Biochem. april 2009.;387(2):294–302.  
40.  O’Brien MA, Moravec RA, Riss TL, Bulleit RF. Homogeneous, Bioluminescent 
Proteasome Assays. V: Mor G, Alvero AB, uredniki. Apoptosis and Cancer 
[Internet]. New York, NY: Springer New York; 2015 [citirano 5. avgust 2018.]. str. 
95–114. Dostopno na: http://link.springer.com/10.1007/978-1-4939-1661-0_9 
41.  BD Cytometric Bead Array: Multiplexed Bead-Based Immunoassays. :16.  
42.  BD
TM
 Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit. :36.  
43.  PBMC-isolation-and-cryopreservation.pdf [Internet]. [citirano 29. november 2018.]. 
Dostopno na: https://www.cptp.inserm.fr/wp-content/uploads/2018/01/PBMC-
isolation-and-cryopreservation.pdf 
53 
 
44.  Fan H, Angelo NG, Warren JD, Nathan CF, Lin G. Oxathiazolones Selectively 
Inhibit the Human Immunoproteasome over the Constitutive Proteasome. ACS Med 
Chem Lett. 10. april 2014.;5(4):405–10.  
45.  Kisselev AF, Groettrup M. Subunit specific inhibitors of proteasomes and their 
potential for immunomodulation. Curr Opin Chem Biol. december 2014.;23:16–22.  
46.  Kirk CJ. Discovery and Development of Second-Generation Proteasome Inhibitors. 
Semin Hematol. julij 2012.;49(3):207–14.  
47.  Ogorevc E, Schiffrer ES, Sosič I, Gobec S. A patent review of immunoproteasome 
inhibitors. Expert Opin Ther Pat. 3. julij 2018.;28(7):517–40.  
48.  Johnson HWB, Lowe E, Anderl JL, Fan A, Muchamuel T, Bowers S, in sod. A 
required immunoproteasome subunit inhibition profile for anti-inflammatory efficacy 
and clinical candidate KZR-616 ((2S,3R)-N-((S)-3-(cyclopent-1-en-1-yl)-1-((R)-2-
methyloxiran-2-yl)-1-oxopropan-2-yl)-3-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-2-((S)-2-(2-
morpholinoacetamido)propanamido)propenamide). J Med Chem [Internet]. 31. 
oktober 2018. [citirano 2. december 2018.]; Dostopno na: 
http://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.8b01201 
 
